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Die Impfung von Tauben gegen den HPAI-Virus (H5N1)

Die jlungsten Ausbriiche der hochpathogenen Aviaren Influenza (HPAI), die
durch den Virus-Subtyp H5N1 hervorgerufen wird, sind in ihrer Dauer, Ausdehnung
und Vielzahl ihrer verschiedenen Wirte — darunter auch Menschen — noch nie da
gewesen. Wild lebende und domestizierte Felsentauben (Columba livia) kommen
weltweit sehr haufig vor und leben in groller Nadhe zum Menschen. Deshalb ist ihre
Anfalligkeit fir Infektionen mit HPAI-Viren derzeit Gegenstand der Diskussion. Eine
experimentelle intratracheale und intraoesophageale Infektion mit 108 TCIDso/ml des
HPAI-Virus vom H5N1-Subtyp aus zwei verschiedenen antigenen Varianten
(A/indonesia/5/05 oder Alturkey/Turkey/1/05) induzierte eine systemische Infektion
bei Felsentauben mit einer geringen Morbiditat und Mortalitat. Die klinischen Zeichen
der infizierten Tiere beschrankten sich auf Depression, allgemeines Unwohlsein und
neurologische Zeichen (Ataxie, Tremor, Opisthotonus und Torticollis). Am 3. Tag
nach der Inokulation (dpi) wurde durch Immunhistochemie das Vorkommen viraler
Nukleoproteine in Lunge, Luftsack und Gehirn nachgewiesen. An diesem Tag konnte
der Virus auch aus verschiedenen Organen isoliert werden, und am 3. und 27. dpi
wurde durch RT-PCR virale RNA in verschiedenen Organen der Tiere
nachgewiesen, die mit einem der beiden Viren infiziert waren. Nach dem 4. dpi
wurde aus den oropharyngealen Abstrichen kein Virus mehr isoliert, und auch aus
den Kloakenabstrichen konnte Uber den gesamten Zeitraum des Experiments kein
Virus isoliert werden. Die Impfung von Tauben mit einem handelsiblichen
inaktivierten adjuvantierten H5N6-Impfstoff fiir Geflliigel hat sich als sicher erwiesen,
extra-respiratorische Infektionen weitestgehend eingedammt, die Entstehung von
schwerwiegenden klinischen Zeichen und Mortalitdt verhindert und die
oropharyngeale Virusfreisetzung beider Stdmme auf den 1. dpi beschrankt. Deshalb
kann gesagt werden, dass die Impfung die potentiellen Risiken, die von mit HPAI-
H5N1-Viren infizierten Tauben ausgehen, wirksam verringert hat.

EINFUHRUNG

Aviare Influenzaviren (AlV) gehéren zu den Influenzaviren vom Typ A der
Familie Orthomyxoviridae und kénnen sowohl auf der Grundlage der antigenen
Eigenschaften ihres Oberflachenglykoproteins Hamagglutinin (H) sowie der
Neuraminidasen (N) klassifiziert werden, als auch auf der Basis ihrer Pathogenitat
fur Huhner nach intravendser Inokulation. Bis heute wurden 16 H-Subtypen (H1-
H16) und 9 N-Subtypen (N1-N9) identifiziert, die in vielen verschiedenen
Kombinationen auftreten "°""®. Aquatische Vogelarten (aus den Ordnungen der
Gansevogel und der Regenpfeiferartigen) werden derzeit als die bedeutendsten
natirlichen Al-Viren-Reservoirs erachtet. Bei diesen Vogelarten ist in der Regel nur eine
sehr geringe bis gar keine Morbiditdt und Mortalitédt als Folge einer Infektion zu
beobachten. Die hochpathogenen Aviaren Influenzaviren (HPAI) sind auf die Subtypen
H5 und H7 begrenzt und wurden bis heute vor allem aus Hihnervogeln isoliert
(HUhner, Puten, RaufuBhihner, Fasanen und Wachteln). Bei diesen Vogelarten
kdnnen sie schwere generalisierte Erkrankungen hervorrufen, deren Mortalitatsrate
bei Gefligel bis zu 100 Prozent betragen kann. Obwohl HPAI-Ausbriche in der
Vergangenheit nur bei Geflligel auftraten, fiihrte ein Ausbruch von HPAI-Viren des
Subtyps H5N1 im Jahre 2002 zu schweren Erkrankungen wild lebender Zugvdgel und
ortsgebundener Wasservogel in Hongkong mit einer hohen Mortalitat 183372 Seit 2002
haben sich HPAI-Viren vom Subtyp H5N1 in noch nie da gewesenem Ausmalf} von
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Sudostasien Uber Asien bis in den Mittleren Osten, Europa und Afrika ausgebreitet.
Dabei wurde die Bandbreite der unterschiedlichen Wirte — einschlief3lich vieler
Vogelarten — immer groRer. Sie umfasst heute mindestens 105 Gattungen aus 14
verschiedenen Ordnungen ' sowie mehrere Arten von Saugetieren, darunter auch
Menschen.

Felsentauben (Columba livia) kommen weltweit sehr haufig vor — vor allem als
Wildtauben in Stadten und als Haustiere — und werden oft auch als Brieftauben
gezlchtet, die groRe Distanzen zurlicklegen. Die Anfalligkeit von Tauben fur AlV-
Infektionen ist zurzeit noch umstritten. In der Vergangenheit wurden Tauben als
Jresistent, oder groRtenteils resistent, gegenuiber Infektionen mit HPAI-Viren der
Subtypen H7 und H5” beschrieben *"***"" 'weil sie nach experimentellen Infektionen
keine Antikdrper bildeten *®. In letzter Zeit wurde aber eine Anfalligkeit von Tauben
gegeniber neueren HPAI-Virenstdammen des Subtyps H5N1 dokumentiert
AA3372304M42 \vobei der Neurotropismus des Virus nur auf das Zentrale Nervensystem
begrenzt war. Der Nachweis erfolgte durch Immunhistochemie mit Antikérpern. Eine
Ubertragung von Vogel zu Vogel wurde jedoch nicht dokumentiert. Indikatorhiihner, die
gemeinsam mit experimentell infizierten Tauben untergebracht waren, infizierten sich
nicht *”. Im Gegensatz dazu kénnten aber infizierte wild lebende und domestizierte
Tauben fir Gefligel, bestimmte Arten von Saugetieren und auch Menschen eine
Gefahr darstellen, wenn HPAI-H5N1-Viren freigesetzt werden, da Wildtauben in
Stadten sehr haufig vorkommen und domestizierte Tauben in gro3en Gruppen in
unmittelbarer Nahe zum Menschen gehalten werden.

Impfungen sind eine probate Methode, die horizontale Ausbreitung von Avidren
Influenzaviren unter Gefliigel zu verringern "*'® und haben sich zum Schutz von
Geflugel vor HPAI unter Feldbedingungen als wirksam erwiesen '8 Dennoch induzierte
die Impfung von Tauben und anderen Gattungen der Ordnung Columbidae mit H5- und
H7-Vakzinen nur relativ geringe Serumantikérperantworten im Vergleich mit anderen
Ordnungen, die in Zoos getestet wurden, was darauf schlieRen lasst, dass eine
Impfung in diesen Gattungen wohl weniger wirksam ware 4°241°,

Das Ziel dieser Studie bestand darin, (1) die Sicherheit und Wirksamkeit
eines vollstandigen inaktivierten adjuvantierten H5N6-Impfstoffs gegen Infektionen mit
einem der beiden HPAI-Virenstdmme aus verschiedenen antigenen Varianten zu
bestimmen, und (2) den Zelltropismus, die assoziierten Erkrankungen und die
Virusabsonderung bei Tauben zu bestimmen, die mit einem der beiden Viren infiziert
sind.

MATERIALIEN UND METHODEN

Tiere und Versuchsanordnung

Das Versuchsprotokoll wurde von einem unabhangigen Komitee zur
Genehmigung von Tierversuchen genehmigt, und alle Experimente wurden unter den
Bedingungen der biologischen Schutzstufe 3 durchgefihrt. Achtundvierzig weibliche
und mannliche Felsentauben aus derselben Zucht wurden ab einem Alter von etwa 4
Wochen gemeinsam in einer Innenraumvoliere untergebracht und nach dem
Zufallsprinzip mit farbigen Fullbdndern versehen, um 4 Gruppen a 12 Voégeln zu
bilden. Zwei dieser Gruppen wurden im Alter von 4-5 Wochen sowie noch einmal 6
Wochen spater mit 0,25ml eines inaktivierten adjuvantierten Impfstoffs zum Schutz
von Geflligel gegen den Aviaren Influenzavirus des Subtyps H5N6 subkutan geimpft
(Nobilis Influenza HSN6®, Intervet, Boxmeer, Niederlande). Der verwendete
Virenstamm (A/duck/Potsdam/2243/84) besal} eine Homologie von 88% bzw. 87% zu
Al/Indonesia/5/05 bzw. Afturkey/Turkey/1/05 hinsichtlich der Nukleotidsequenz des
HA-Gens (1692 Basenpaare ohne die grundlegende Spaltstelle), und von 91,5% bzw.
91,5% hinsichtlich der Aminosauren. Der Impfstoff wurde nach Maligabe der
Anforderungen produziert und getestet, die im ,Manual of Diagnostic Tests and
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Vaccines for Terrestrial Animals” der OIE (Kapitel 2.7.12) beschrieben werden. Wie
ein Potency-Test bei Huhnern ergab, induziert er mindestens 6 log2
Hamagglutinationshemmungs-(HI)-Einheiten (weitere Details kdnnen vom Hersteller
erfragt werden). Die Kontrollgruppen erhielten eine Placeboimpfung mit 0,25ml
phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS). Drei Wochen nach der zweiten Impfung
wurde jede Gruppe in separate Isolatoren der Biologischen Schutzstufe 3 mit
negativem Druck (Sog) verlegt. Vier Wochen nach der zweiten Impfung wurden zwei
Gruppen (eine geimpft und die andere mit Placebo geimpft) mit A/Indonesia/5/05
(A/Indonesia) inokuliert, und die beiden anderen Gruppen (eine geimpft und die
andere mit Placebo geimpft) mit A/turkey/Turkey/1/05 (A/turkey). Zur Inokulation
wurde eine allantoische Flissigkeit verwendet, die 1 x 10® TCIDso/ml HPAI-H5N1-
Viren enthielt — aufgeteilt auf Trachea (0,5ml) und Oesophagus (0,5ml). Zeitgleich
wurden Transponder zur Temperaturiberwachung subkutan implantiert. Die
klinischen Zeichen wurden dokumentiert (taglich durch einen qualifizierten
Veterinar), sowie auch die Temperatur (taglich) und das Kérpergewicht (alle 3 Tage)
bis zum 27. Tag nach der Inokulation (dpi).

Unter manueller Stauung wurde der rechten Vena jugularis mehrmals Blut
entnommen (0,5-1ml): zum Zeitpunkt der Impfung, am Infektionstag, am 14. dpi und
zum Zeitpunkt der Euthanasie (3. dpi oder 27. dpi). Die Blutabnahmerohrchen mit
Gerinnungsaktivator und Serum-Separator (MiniCollect®, Greiner Bio-One) wurden
zentrifugiert, und das Serum wurde bei -70°C eingelagert. Kloakale und
oropharyngeale Proben wurden mit Wattestdbchen entnommen und bei -70°C in
einem Transportmedium eingelagert, das aus Hanks' ausgeglichener Salzlésung,
10% vol/vol Glycerin, 200 E/ml Penicillin, 200 pg/ml Streptomycin, 100 E/ml
Polymyxin B Sulfat und 250 pg/ml Gentamicin bestand (MP Biomedicals,
Zoetermeer, Niederlande). Es wurden mehrere Abstriche genommen: zum Zeitpunkt
der Impfung, innerhalb der nachsten zwei Wochen nach der Impfung taglich und
danach zweimal pro Woche. Am 3. dpi wurden 5 Tauben aus jeder Gruppe nach
Isofluran-Anasthesie durch Aderlass euthanasiert. Die verbleibenden Tiere wurden
euthanasiert, als sie moribund waren, oder am 27. dpi. Alle Tiere wurden zum
Zwecke der groben Pathologie, Histopathologie, Immunhistochemie und der
virologischen Untersuchung obduziert.

Nach Beginn der Impfungen wurden interkurrente Salmonelleninfektionen
(Salmonella  enterica  subsp. Enterica  serovar  Typhimurium)  sowie
Trichomonasinfektionen  diagnostiziert, wahrend alle Tauben zusammen
untergebracht waren. Trotz des sofortigen Beginns einer antibakteriellen und
trichomonaziden Behandlung starben drei Tiere an diesen Infektionen. Deshalb
standen fir die Belastungsinfektion nur noch drei Gruppen von 11 Tauben und eine
Gruppe von 12 Tauben zur Verfigung. Alle Tauben waren zum Zeitpunkt der
Infektion klinisch gesund und wiesen in Tests keine der genannten Pathogene auf.
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Serologie

Um die humorale Immunantwort auf die Impfung und die Infektion
einschatzen zu kénnen, wurden die fir A/duck/Potsdam/2243/84 (Virenstamm
der Vakzine), Alturkey und A/Indonesia spezifischen Antikorpertiter in
doppelter Ausfertigung bestimmt. Dazu diente ein
Hamagglutinationshemmungs-Test (HI) nach Standardprozedur mit Puten-
Erythrozyten *'"*®. Nicht nachweisbare Titer (<10) wurden zur Berechnung der
Geometrischen Mitteltiter (GMT) mit einem 95%igen Konfidenzintervall (Cl) als
5 berticksichtigt. Dartiber hinaus wurde der Prozentsatz von Tauben mit einem
Titer > 40 berechnet, um ihn mit einer kirzlich publizierten Impfung von
Tierarten der Ordnung Taubenvégel in Zoos vergleichen zu kénnen “9%4'°.

Viren

Die verwendeten Virenstdmme reprasentierten 2zwei antigene
Varianten “**: Afturkey/Turkey/1/05 von H5N1, Clade 2, Subclade 2, sowie
Alindonesia/5/05 von H5N1, Clade 2, Subclade 1 *'°. Die Kulturen wurden in
embryonierten Huhnereiern nach der zweiten Passage produziert und die
allantoischen Flussigkeiten nach 3 Tagen entnommen. Die infektidsen
Virustiter wurden als 50-prozentige Gewebekultur-Infektionsdosis (TCIDsp) in
der Madin-Darby-Hundenieren(MDCK)-Zelllinie bestimmt (ATCC Produkt-Nr.
CCL-34 (NBL-2)) wie bereits beschrieben .

Histopathologische und immunhistochemische Untersuchung

Die Obduktionen und die Gewebeproben wurden nach einem
Standardprotokoll durchgefiihrt. Dabei wurden Proben von Lunge, Luftsack,
Oesophagus, Proventriculus, Duodenum, Pankreas, Jejunum, lleum,
Caecum, Kolon, Leber, Milz, Niere, Nebennieren, Cerebrum, Cerebellum und
Hirnstamm entnommen. Nachdem die Proben in einer 10-prozentigen neutral
gepufferten Formalinlésung fixiert und in Paraffin eingelegt wurden, wurden
Gewebesektionen mit einer Dicke von 4 um angefertigt, entwachst und mit
Hamatoxylin und Eosin zum Zwecke der histologischen Bewertung eingefarbt.
Sektionsduplikate wurden mit einer immunhistologischen Technik eingefarbt.
Dazu diente ein monoklonaler Antikdrper gegen das Nukleoprotein des
Influenza-A-Virus (als primarer Antikérper zum Nachweis des Influenza-Virus-
Antigens) sowie eine Isotyp-Kontrolle IgG2A *'°.

Virologische Untersuchung

Zum Zwecke der histopathologischen und immunhistochemischen
Bestimmung wurden Duplikate von Proben desselben Gewebes entnommen
und bei -70°C bis zur virologischen Untersuchung eingelagert. Die
Gewebeproben wurden gewogen und in einem Homogenisiergerat (Kinematica
Polytron, Luzern, Schweiz) in 3 ml Infektionsmedium (aus Eagle’s Minimal
Essential Medium [EMEM], bovinem Serumalbumin [Fraktion V 7,5%, 1:25], 4
pg/ml Trypsin, 2 mM L-Glutamin, 100 E/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin,
7,5-prozentigem NaHCO3; und 1 M Hepes) homogenisiert. Die homogenisierte
Loésung (200 pl) wurde dann zum Zwecke der RNA-Isolierung zu 300 pl Lysis-
Puffer hinzugefligt und bei -70°C eingelagert.

Die RNA-Isolierung und die Reverse Transkriptase-Polymerase-
Kettenreaktion (RT-PCR) erfolgten wie bereits beschrieben **. Zur Isolierung
der RNA wurde ein MagNaPure LC System mit dem MagnaPure LC Total
Nucleic Acid Isolation Kit verwendet (Roche Diagnostics, Almere,
Niederlande), und der Influenza-A-Virus wurde mit Hilfe eines Echtzeit-RT-
PCR-Tests nachgewiesen “®. Zur Verstarkung und Erkennung diente ein
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ABI-7700-Gerat mit dem TagMan EZ RT-PCR Core Reagents Kit (Applied
Biosystems, Nieuwerkerk aan den ljssel, Niederlande). Dazu wurden 20 pl
Eluat in einem Endvolumen von 50 pl eingesetzt.

Fir alle entnommenen Abstriche wurden die infektidsen Virustiter
sowie alle auf Influenza-A-Virus RT-PCR-positiv getesteten homogenisierten
Gewebeproben bestimmt. Zu diesem Zweck wurden zehnfache
Serienverdinnungen auf MDCK-Zellen im Triplikat inokuliert, um die TCIDsq
pro Milliliter oder Gramm Gewebe zu bestimmen, wie bereits beschrieben 4

ERGEBNISSE

Nebenwirkungen, klinische Zeichen und Mortalitat

Bei keinem der VOgel traten allgemeine oder lokale
Nebenwirkungen auf, die auf die Impfung hatten zurlickgeflihrt werden
kénnen. Dagegen zeigten alle Vogel — unabhangig von ihrem Impfstatus —
am 1. dpi nach der trachealen und oesophagealen Belastungsinfektion mit
10® TCIDs; HPAI-H5N1-Viren (Alturkey oder A/Indonesia) Zeichen
allgemeinen Unwohlseins: Depression, Aufplustern sowie eine leichte
Erhéhung der Korpertemperatur. In allen Gruppen wurde eine geringe
durchschnittliche Erhéhung der Koérpertemperatur (bis zu 0,5°C) wéahrend
der ersten 2 dpi beobachtet, wobei die Durchschnittstemperaturen jedoch
Uber einen Zeitraum von 27 dpi zwischen 42°C und 43°C blieben (diese
Ergebnisse sind hier nicht aufgefiihrt). Hinsichtlich der Schwankungen ihres
durchschnittlichen Korpergewichts unterschieden sich die Gruppen fir die
Dauer des Experiments nicht wesentlich.

Mit Placebo geimpfte Tauben

Eine von 6 mit Placebo geimpften Tauben, die mit A/turkey inokuliert
wurden, zeigte geringfligige neurologische Zeichen (Tremor) am 4. dpi und
zunehmend schwerwiegendere neurologische Zeichen am 5. dpi, an dem sie
daraufhin euthanasiert wurde (Torticollis, Hemiparalyse der Fligel, Ataxie
und schliel3lich Unfahigkeit zu stehen). Drei von 6 mit Placebo geimpften
Tauben zeigten geringfiigige klinische Zeichen (Aufplustern, Tremor) vom 1.
bis zum 7. dpi. Die Inokulation der mit Placebo geimpften Tauben mit
Al/lndonesia hatte in 2 von 7 Tauben vom 1. bis zum 7. dpi keine Mortalitat
und nur eine leichte Morbiditat mit geringfugigen klinischen Zeichen zur
Folge (Aufplustern, Tremor). Am 7. dpi wurden die klinischen Zeichen in
einer der mit A/Indonesia inokulierten Tauben schwerwiegend (Opisthotonus/
Torticollis, Ataxie, Tremor — Verschlimmerung mit Aufregung, Depression
und Aufplustern). Diese Taube war jedoch fahig zu stehen und zu fressen
und wurde deshalb nicht euthanasiert. Bis zum 27. dpi erholte sich das Tier
langsam. Tremor, Ataxie und Opisthotonus traten in diesem Zeitraum aber
noch gelegentlich auf.

Geimpfte Tauben

Die tracheale und oesophageale Belastungsinfektion der geimpften
Tauben mit 10° TCIDs, HPAI-H5N1-Viren (A/turkey oder A/lndonesia) rief am
1. dpi Zeichen allgemeinen Unwohlseins hervor (Depression, Aufplustern,
geringflgiger Anstieg der Koérpertemperatur), jedoch keine Mortalitat.
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Serologie

Zum Zeitpunkt der Belastungsinfektion (0 dpi) hatten die
geimpften Tiere auf zwei Impfungen mit hohen Serum-HI-Antikérpertitern
reagiert, sowie mit einer hochprozentigen Serokonversion gegen das
homologe H5N6-Antigen, das im Impfstoff verwendet wurde (GMTs: 132
bzw. 217 und 80% bzw. 100% fur A/Indonesia bzw. A/turkey) (Abbildung
1). Dagegen produzierten die geimpften Tauben gegen die heterologen
HPAI-H5N1-Virenstdmme nur niedrige Serum-HI-Antikorpertiter (die
GMTs der mit Al/turkey und A/Indonesia inokulierten Gruppen unter
Verwendung von Al/turkey im HI-Test betrugen jeweils 22 und 11 mit
einer 36%igen und 30%igen Serokonversion; die GMTs der mit A/turkey
und A/Indonesia inokulierten Gruppen unter Verwendung von
Allndonesia im HI-Test betrugen jeweils 5 und 5 mit 0%
Serokonversion). Am 3. dpi waren die GMTs aller Gruppen vergleichbar
mit denen der Proben, die vor der Infektion genommen wurden, und alle
Tiere bis auf einen geimpften Vogel hatten nachweisbare Antikorpertiter
gegen das Impfstoffantigen. Am 14. dpi hatte sich der GMT erhoéht, und
die Serokonversion der geimpften Vogel betrug 100%.
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Abbildung 1. Geometrische Mitteltiter (GMT) der geimpften Tauben von der
ersten Impfung bis zum 27. Tag nach Inokulation (dpi) mit einer hohen Dosis
(108 TCIDso) Alindonesia/5/05 oder Alturkey/Turkey/1/05 (H5N1). Die HI-Tests
wurden mit verschiedenen Antigenen durchgefihrt. Kreise:
A/duck/Potsdam/2243/84 (Virenstamm des Impfstoffs); Dreiecke:
Alturkey/Turkey/1/05; Quadrate: AlIndonesia/5/05. Die Linien zeigen die
Standardabweichung.

Alle mit Placebo geimpften Tauben waren zum Zeitpunkt der
Inokulation und am 3. dpi seronegativ: Es konnten keine Antikorper
gegen alle drei Antigene nachgewiesen werden, die im HI-Test
verwendet wurden. Die Inokulation der mit Placebo geimpften Tauben
mit A/turkey induzierte hoéhere GMTs und Prozentsatze der
Serokonversion am 14. und 27. dpi als die Inokulation mit A/Indonesia —
unter Verwendung von Alturkey (14. dpi: 40% vs. 14%; 27. dpi: 80% vs.
28%) und vom Virenstamm des Impfstoffs (14. dpi: 40% vs. 0%; 27. dpi:
40% vs. 14%) als Antigenen im HI-Test. Die GMTs waren nach der
Inokulation im Vergleich zum Virenstamm des Impfstoffs héher, und es
gab keine A/Indonesia-spezifischen Antikdrper in den mit Placebo
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geimpften Tauben, die mit einem der beiden Stdmme inokuliert wurden.

Die Erkennung viraler RNA (durch RT-PCR) in Abstrichen

Die oropharyngealen Abstriche von 100% der mit Placebo
geimpften und von 90% der geimpften Voégel wurden durch RT-PCR am
1. dpi positiv getestet, unabhangig vom fir die Inokulation verwendeten
Virenstamm (Abbildung 2). Die Viruslast in oropharyngealen Abstrichen
sank nach dem 1. dpi und war in geimpften Végeln noch bis zum 5. dpi
und in mit Placebo geimpften Vdgeln noch bis zum 9. dpi nachweisbar —
unabhangig von dem fir die Inokulation verwendeten Virus. Nach dem 9.
dpi wurden durch RT-PCR keine oropharyngealen Abstriche mehr positiv
getestet.
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Abbildung 2. Die Erkennung von Viren durch RT-PCR in oropharyngealen
Abstrichen von geimpften und mit Placebo geimpften Tauben nach
intratrachealer und intraoesophagealer Infektion mit 10° TCIDso A/lndonesia/5/05
oder Alturkey/Turkey/1/05 (H5N1). Die Abstriche wurden bis zu 27 Tage nach
der Infektion enthommen, waren aber bereits nach dem 9. Tag seronegativ.
Balken kennzeichnen die geometrische mittlere Viruserkennung (40-CT-Wert),
Fehlerbalken die Standardabweichung, und % bezeichnet den Prozentsatz der
RT-PCR-positiven Tiere pro Gruppe. Zum Zwecke der Berechnung des
geometrischen Mittels wurde 0,1 als 40-CT-Wert fir die negativen Proben
verwendet.

Die Kloakenabstriche von mit Placebo geimpften Végeln wurden
nach einer Inokulation mit A/Indonesia bzw. A/turkey bis zum 11. bzw. 9.
dpi RT-PCR-positiv getestet. Die geometrischen Mittelwerte der
Viruserkennung (40-CT-Werte) waren an jedem Tag niedrig (£ 1), an
dem die Abstriche positiv auf virale RNA getestet wurden (am 2., 6., 8.,
9. und 11. dpi bei A/ Indonesia und am 8. und 9. dpi bei Alturkey). Im
Vergleich dazu hatten die geimpften Végel nur am 2. dpi nach
Allndonesia und am 2. und 9. dpi nach A/turkey schwach RT-PCR-
positive Kloakenabstriche (Geometrisches Mittel < 1 an jedem dieser
Tage).
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Abbildung 3. Die geometrische mittlere Virusisolierung aus oropharyngealen
Abstrichen von geimpften und mit Placebo geimpften Tauben nach
intratrachealer und intraoesophagealer Infektion mit 10° TCIDso A/lndonesia/5/05
oder Alturkey/Turkey/1/05 (H5N1). Die Abstriche wurden bis zu 27 Tage nach
der Infektion entnommen, waren aber bereits nach dem 4. Tag seronegativ. Die
Kloakenabstriche wurden zwar im selben Zeitraum entnommen, jedoch konnte
aus ihnen kein Virus isoliert werden, weswegen die Ergebnisse hier auch nicht
aufgefuhrt sind. Balken kennzeichnen den Virustiter: geometrisches Mittel von
log10TCIDso/ml, Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung, und % bezeichnet
den Prozentsatz der im Rahmen der Virusisolation positiv getesteten Tiere pro
Gruppe.

Die Isolierung von Viren aus Abstrichen

Am 1. dpi wurde der Virus bei der Mehrzahl der Vogel aller
Gruppen aus dem Oropharynx isoliert (Abbildung 3). Bis zum 3. bzw. 4.
dpi (A/turkey bzw. A/Indonesia) wurde der Virus in niedrigen Titern auch
bei einer geringen Zahl von mit Placebo geimpften Vogeln isoliert. Nach
dem 1. dpi wurde bei den geimpften Vogeln kein Virus mehr isoliert. Aus
den Kloakenabstrichen wurde zu keiner Zeit nach der Inokulation ein
Virus isoliert, unabhangig vom Impfstatus der Vogel.

Die virale RNA-Erkennung in Organen durch RT-PCR

Am 3. dpi wurde durch RT-PCR in allen untersuchten Organen
(Gehirn, Lunge, Luftsack, Pankreas, Milz, Leber und Duodenum) der mit
Placebo geimpften Tiere virale RNA entdeckt. Die geimpften Tiere, die
mit A/Indonesia inokuliert wurden (Abbildung 4), wiesen in allen Organen
aufder Gehirn und Duodenum RT-PCR-positive Testergebnisse auf. Alle
Tiere, die mit A/turkey inokuliert wurden (Abbildung 5), wurden in allen
Organen aulder der Pankreas positiv getestet. Die geometrische mittlere
virale RNA-Last pro Organ (als 40-CT-Wert dargestellt) und der
Prozentsatz positiv getesteter Tiere pro Gruppe waren in den geimpften
Gruppen grundsatzlich niedriger. In einer mit Placebo geimpften Taube,
die mit A/turkey inokuliert und am 5. dpi euthanasiert wurde, wurden
hohe virale RNA-Lasten in allen Organen aufler Pankreas und
Duodenum nachgewiesen. Am 27. dpi wurde virale RNA in den Lungen
der Tiere aller Gruppen nachgewiesen, und zwar unabhangig vom
Impfstatus. Dabei waren die geometrischen Mitteltiter und der
Prozentsatz der positiv getesteten Vogel fir die geimpfte, mit A/turkey
inokulierte Gruppe niedriger. Das einzige andere Organ, in dem am 27.
dpi durch RT-PCR nach Inokulation mit A/turkey virale RNA entdeckt
wurde, war bei mit Placebo geimpften Vogeln das Gehirn und bei
geimpften Tieren die Leber.
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Die Virusisolierung und Quantifizierung aus Organen

Am 3. dpi konnte der Virus aus mehreren Organen der mit
Placebo geimpften Végel isoliert werden (Abbildung 6). Dagegen wurde
der Virus bei den geimpften Végeln am 3. dpi nur aus der Lunge isoliert.
Im Bereich der Lunge waren sowohl der Prozentsatz von Végeln, die bei
der Virusisolierung positiv getestet wurden, als auch das geometrische
mittlere TCIDsy pro Gramm Lungengewebe in den geimpften Gruppen
niedriger als in den mit Placebo geimpften Gruppen (A/turkey: 20% vs.
60%, geometrisches mittleres TCIDso/g: 10°™® vs. 10°%; A/Indonesia: 80%
vs. 80%, geometrisches mittleres TCIDs/g: 10" vs. 10"®). Die héchsten
Virustiter (TCIDso/g Gewebe), die bei mit Placebo geimpften Tauben am
3. dpi isoliert wurden, betrugen 10™° (Luftsack, Infektion mit A/turkey)
sowie 10** (Lunge, Infektion mit A/Indonesia). Die héchsten Virustiter
(TCIDso/g Gewebe), die bei geimpften Tauben am 3. dpi isoliert wurden,
betrugen 10°° (Lunge, Infektion mit A/Indonesia) und 10%° (Lunge,
Infektion mit A/turkey). Die einzige mit Placebo geimpfte und mit A/turkey
infizierte Taube, die aufgrund schwerwiegender neurologischer Zeichen
am 5. dpi euthanasiert werden musste, zeigte bei der Virusisolierung
positive Ergebnisse im Gehirn (10%*® TCIDsy/g) und im Luftsack (103
TCIDso/g). Am 27. dpi wurde aus keinem der Organe aller Tauben ein
Virus mehr isoliert, unabhangig vom Impfstatus.
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Abbildung 4. Viruserkennung durch RT-PCR in Organen geimpfter und mit
Placebo geimpfter Tauben: 3 und 27 Tage nach trachealer und
intraoesophagealer Inokulation mit 10° TCIDso A/Indonesia/5/05 (H5N1). Balken
kennzeichnen das geometrische Mittel der 40-CT-Werte, Fehlerbalken die
Standardabweichung, und % bezeichnet den Prozentsatz RT-PCR-positiver
Tiere pro Gruppe.
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Abbildung 5. Geometrische mittlere Viruserkennung durch RT-PCR in Organen
von geimpften und mit Placebo geimpften Tauben: 3, 5 und 27 Tage nach
trachealer  und intraoesophagealer  Inokulation mit  10®  TCIDso
Alturkey/Turkey/1/05 (H5N1). Balken kennzeichnen das geometrische Mittel der
40-CT-Werte, Fehlerbalken die Standardabweichung, und % bezeichnet den
Prozentsatz RT-PCR-positiver Tiere pro Gruppe.
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Abbildung 6. Virusisolierung (TCIDso/g Gewebe) aus Organen von geimpften und
mit Placebo geimpften Tauben 3 Tage nach intratrachealer und
intraoesophagealer Inokulation mit einer hohen Dosis A/lndonesia/5/05 oder
Alturkey/Turkey/1/05 (H5N1). Balken kennzeichnen das geometrische mittlere
log10TCIDsg/g Gewebe, Fehlerbalken die Standardabweichung, und %
bezeichnet den Prozentsatz der Tiere pro Gruppe, die bei der Virusisolation
positiv getestet wurden.
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Abbildung 7. Eine Impfung verringert die Uberlebensfahigkeit des
hochpathogenen Aviaren Influenzavirus in den Organen infizierter Tauben. Das
Diagramm gibt das Verhaltnis des Virustiters (logioTCIDso/g) zu der
Viruserkennung durch PCR (CT-Wert) wieder — in den Organen von mit Placebo
geimpften (n=5) und geimpften Tauben (n=5), 3 Tage nach intratrachealer und
intraoesophagealer Inokulation mit 108 TCIDsp AlIndonesia/5/05 oder
Alturkey/Turkey/1/05 (H5N1). Die schwarzen Kreise und die durchgehende Linie
kennzeichnen die Werte und die Regressionslinie der mit Placebo geimpften
Tiere, wahrend die Kreise und die gestrichelte Linie die Werte und die
Regressionslinie der geimpften Tiere anzeigen.

Grobe Pathologie

Alle Tiere (sowohl geimpfte als auch mit Placebo geimpfte), die
am 3. dpi obduziert wurden, zeigten eine Konsolidierung des
ventrokaudalen linken Lungenfliigels in unterschiedlichen Ausmafen (10
bis 30% Lungenvolumen). Im rechten Lungenfliigel traten dagegen
keine Veranderungen auf. Am 3. dpi waren die Luftsackwande bei
einigen mit Placebo geimpften (A/Indonesia: 40%, A/turkey: 20%) und
geimpften (A/turkey: 40%) Tauben opak verdichtet. Bei mit Placebo
geimpften und geimpften Tauben trat nach einer Infektion mit
Allndonesia Splenomegalie auf (jeweils 40% und 40% am 3. dpi sowie
71% und 80% am 27. dpi). Am 27. dpi wurden keine weiteren
makroskopischen Lasionen gefunden. Eine mit Placebo geimpfte, mit
Alturkey infizierte und am 5. dpi obduzierte Taube litt unter einem
subkutanen Odem des Kopfes und Halses, einer Konsolidierung des
linken Lungenfligels und demarkierten brlichigen grauen Nekrosen der
Leber (etwa 90% der Gesamtoberflache).

Immunhistochemie

Die Lunge und die Luftsdcke waren die einzigen Organe, in
denen am 3. dpi durch Immunhistochemie (IHC) ein Nukleoprotein
entdeckt wurde (Tabelle 1). Immunhistochemisch positive Zellen wurden
vor allem in den Parabronchien gefunden und waren in den Lungen der
mit Placebo geimpften und mit A/Indonesia infizierten Vogel breiter
gestreut als in den Lungen geimpfter Vogel. Dagegen unterschieden
sich die Lungen geimpfter und mit Placebo geimpfter Vogel mit einer
Alturkey-Infektion hinsichtlich der Verbreitung dieser
immunhistochemisch positiven Zellen nicht. Am 5. dpi wurde im
Cerebellum einer Taube, die aufgrund schwerwiegender neurologischer
Zeichen euthanasiert werden musste, ein Nukleoprotein entdeckt; in
ihren anderen Organen fand sich dagegen kein Nukleoprotein. Am 27.
dpi wurde in immunhistochemischen Untersuchungen in keinen Organen
(aller Gruppen) mehr ein Nukleoprotein entdeckt.
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Histopathologie

Ein durchgangiger histopathologischer Befund am 3. dpi —
sowohl bei mit A/Indonesia als auch mit A/turkey infizierten Tauben —
war eine Bronchopneumonie mit mononuklearen Infiltrationen und
(Peri-)vaskulitis. Hinsichtlich des Schweregrades der
Bronchopneumonie gab es zwischen den mit Alturkey infizierten
geimpften und mit Placebo geimpften Gruppen keine bemerkenswerten
Unterschiede, aber die mit A/Indonesia infizierten geimpften Tauben
waren in einem geringeren Ausmal betroffen als die mit Placebo
geimpften Tauben. Die Gehirne von 3/5 mit Placebo geimpften, mit
Alturkey infizierten Tauben waren von einer Meningoencephalitis mit
perivaskularen Wandverdickungen, Gliose und neuronaler Nekrose
betroffen. Auf die geimpften Tiere traf das nicht zu. In den Gehirnen der
mit A/Indonesia infizierten Tauben wurden keine histopathologischen
Veranderungen beobachtet, und zwar unabhangig vom Impfstatus.

Am 27. dpi waren die histopathologischen Befunde weit weniger
schwerwiegend, und zwischen den geimpften und mit Placebo
geimpften Gruppen gab es keine Unterschiede im Schweregrad mehr. In
der mit Alturkey infizierten Gruppe wurde bei einer mit Placebo
geimpften und bei einer geimpften Taube eine Meningoencephalitis
diagnostiziert, jeweils mit Gliose und perivaskularen Wandverdickungen.
In der mit A/lndonesia infizierten Gruppe litt eine mit Placebo geimpfte
Taube unter Meningoencephalitis mit perivaskularen Wandverdickungen
und Gliose.
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Cerebrum Cerebellum | Lunge Luftsack
Placeboimpfung A/Indonesia/5/05 — 3. dpi
Taube 1 - - ++ -
Taube 2 - - ++ +
Taube 3 - - ++ +
Taube 4 - - ++
Taube 5 - - 4+ +

Impfung A/Indonesia/5/05 — 3. dpi

Taube 1 - - - -
Taube 2 - - - -
Taube 3 - - ++ -
Taube 4 - - + _
Taube 5 - - + -

Placeboimpfung A/turkey/Turkey/1/05 — 3. dpi

Taube 1 - - - -
Taube 2 - - - ++
Taube 3 - - - -
Taube 4 - - + -
Taube 5 - - + -

Placeboimpfung A/turkey/Turkey/1/05 — 5. dpi **

Taube 1 ++ - - +

Impfung A/turkey/Turkey/1/05 — 3. dpi

Taube 1 - - - -
Taube 2 - - + -
Taube 3 - - + -
Taube 4 - - - -
Taube 5 - - -

Tabelle 1. Die durchschnittliche Verteilung* des Influenza-A-Nukleoproteins —
bestimmt durch Immunhistochemie in (nicht-)geimpften Tauben, 3 oder 5 Tage
nach intratrachealer und intraoesophagealer Infektion mit 108 TCIDso
Al/Indonesia/5/05 oder Alturkey/Turkey/1/05 (HS5N1). In keinem der Organe, die
am 3. dpi untersucht wurden, konnte ein Nukleoprotein nachgewiesen werden
(Pankreas, Milz, Leber, Niere, Oesophagus, Proventriculus, Duodenum,
Jejunum, lleum, Caecum, Kolon, Hoden, Eierstock und Nebenniere). Das
gleiche galt fir Organe, die am 27. dpi untersucht wurden.
* - = Kkeine, + = selten, ++ verbreitet, +++ = weit verbreitet.
Diese Taube musste aufgrund schwerwiegender klinischer Zeichen
euthanasiert werden.

*%
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DISKUSSION

In der vorliegenden Forschungsarbeit haben wir nachweisen
kénnen, dass die gleichzeitige intratracheale und intracesophageale
Infektion mit einer extrem hohen Dosis eines HPAI-Virus des Subtyps
H5N1 (A/Indonesia/5/05 oder Alturkey/Turkey/1/05) eine systemische
Infektion in Tauben induziert, die durch eine geringe Morbiditat und
Mortalitat gekennzeichnet ist. Die klinischen Zeichen der infizierten Tiere
waren Depression, allgemeines Unwohlsein sowie neurologische
Zeichen (Ataxie, Tremor, Opisthotonus und Torticollis). Schwerwiegende
klinische Zeichen wurden in einer von sechs Tauben nach Inokulation
mit A/turkey und in einer von sieben Tauben nach Inokulation mit A/
Indonesia beobachtet. Sie traten jeweils am 4. und am 7. dpi zum ersten
Mal auf. Die systemische Infektion wurde durch das Vorkommen eines
Nukleoproteins in den Lungen, Luftsacken und im Gehirn sowie durch
histopathologische Veranderungen in den Lungen und Gehirnen mit
Hilfe von IHC-Verfahren nachgewiesen.

Der Virus wurde durch RT-PCR erkannt (Gehirn, Lunge,
Luftsack, Pankreas, Milz, Leber und Duodenum) und konnte am 3. dpi
aus mehreren Organen isoliert werden (A/Indonesia: Lunge, Luftsack,
Milz und Duodenum; A/turkey: Gehirn, Lunge, Luftsack, Pankreas, Milz
und Leber). Dabei erwies sich die Immunhistochemie zur Bestimmung
von Infektionen mit Influenzaviren als weniger sensitiv (nur Gehirn,
Lunge und Luftsack waren positiv) als RT-PCR oder Virusisolierung.
Dieses Phanomen ist dadurch zu erklaren, dass die IHC virale Antigene
in Zellen sucht und deshalb auf eine Replikation des Virus angewiesen
ist, wohingegen die Virusisolierung die Anzahl infektioser Viren misst,
und die RT-PCR das Vorkommen viraler RNA nachweist.

Unser Befund IHC-positiver Zellen (in den Parabronchien der
Lungen, in den Luftsacken und im Gehirn) und einer (voribergehenden)
Bronchopneumonie, die durch eine Inokulation mit A/turkey und
Allndonesia hervorgerufen wurde, lasst darauf schlieRen, dass die
Primarreplikation tief in den Lungen und Luftsdcken stattfand. Die
Parabronchien, die eng von Blutkapillaren umgeben und am
Gasaustausch beteiligt sind, bieten dem Virus wahrscheinlich die
Gelegenheit, in die Blutbahn einzutreten und sich hamatogen im Gehirn
auszubreiten. Nach der Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke kann eine
weitere Replikation in den Gliazellen und in den Neuronen stattfinden, so
wie es bereits bei Hihnern beschrieben wurde, die Uber die Luftsacke
inokuliert wurden *”. Auch der Neurotropismus des HPAI-Virus (Subtyp
H5N1) bei Tauben wurde bereits im Vorfeld schon einmal dokumentiert
“7 _ dort allerdings ohne IHC-positive Zellen in den Atemwegen —, wobei
diese Tauben zu einem Zeitpunkt nach dem 3. dpi euthanasiert wurden,
und ein anderer Inokulationsweg und Virenstamm verwendet wurde.
Obwohl der Endotheltropismus bei Hihnern eine wichtige Rolle in der
Pathogenese von HPAI zu spielen scheint, und ihr Tod am 1. oder 2. dpi
mit dem Auftreten von Lungenddemen, Kongestion und dem
Vorkommen von viralen Antigenen vor allem in den vaskularen
Endothelzellen, aber auch im Parenchym mehrerer Organe in
Verbindung gebracht wird “®#3*"° wurde bei mit H5N1 infizierten Tauben
kein virales Antigen in den Endothel- oder Parenchymzellen entdeckt.
Die in der vorliegenden Studie beschriebene Virusisolierung aus
mehreren Organen koénnte daher darauf hindeuten, dass der Virus
wahrend der virAmischen Phase im Blut von anderen Organen als Lunge
und Gehirn vorkommt. Die Unterschiede im Zelltropismus und in der
Pathogenese der H5N1-Virus-Infektion bei Tauben im Vergleich zu
(beispielsweise) Huhnern kdnnte die geringere Anfalligkeit dieser Familie
erklaren.

Das Vorhandensein eines infektiosen Virus im Oropharynx
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wurde am 1. dpi in einer signifikanten Anzahl von mit Placebo geimpften
Tauben festgestellt (A/turkey: 64%, A/Indonesia: 58%) und hielt bis zum
3. bzw. 4. dpi nach einer Infektion mit A/turkey bzw. A/lndonesia an.
Dabei betrug der hochste Titer, der am 1. dpi isoliert wurde, 1 x 10*?
TCIDso/ml. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass dieser
hohe Titer auf einen Restvirus von der Inokulation zuriickzufiihren ist (1
x 10° TCIDso/ml) und deshalb keine Virenreplikation am ersten Tag
belegt. Die oropharyngealen Abstriche der mit Placebo geimpften Végel
waren bis zum 11. bzw. 9. dpi nach einer Infektion mit A/Indonesia bzw.
Alturkey RT-PCR-positiv. Die Kloakenabstriche waren dagegen nur bei
einer geringen Anzahl von Tauben RT-PCR-positiv — bei niedrigen
individuellen Niveaus und geometrischen Mitteln und einem geringen
Hochststand bei mit Placebo geimpften Végeln am 8. und 9. dpi. Aus
den Kloakenabstrichen wurde kein infektidser Virus isoliert, und zwar
unabhangig vom Impfstatus der Vogel. Eine — vornehmlich aus den
Atemwegen auftretende — Virenabsonderung nach HPAI-H5N1-Infektion
wurde bereits im Vorfeld schon einmal fur verschiedene Entenarten
beschrieben '®*?. Nach erfolgter Infektion mit LPAI-Viren erfolgt die
Virenabsonderung von Enten dagegen hauptsachlich tiber den Magen-
Darm-Trakt ™. Frilhere Versuche, Viren aus den oropharyngealen
Abstrichen von Tauben zu isolieren, die zu experimentellen Zwecken mit
dem HPAI-Virus infiziert wurden (H5N1: A/chicken/HongKong/220/97),
waren nicht erfolgreich 1

Die Impfung von Tauben mit dem inaktivierten, adjuvantierten
H5NG6-Impfstoff  (Nobilis  Influenza HS5N6®, Intervet, Boxmeer,
Niederlande) hat sich als sicher erwiesen und bot in der vorliegenden
Studie einen Schutz vor schweren klinischen Erkrankungen nach der
Inokulation mit Viren zweier antigener Varianten. Darlber hinaus
gewahrte diese Impfung einen 100-prozentigen Schutz vor einem extra-
respiratorisch nachweisbaren Auftreten infektidser Viren (Abbildung 6):
IHC-positive Zellen und Virusisolierung wurden am 3. dpi nur in den
Lungen dokumentiert, und der Impfstoff verringerte weitestgehend die
systemische Ausbreitung des Virus, so wie er durch RT-PCR
nachgewiesen wurde. Obwohl die geometrische mittlere Viruserkennung
durch RT-PCR (40-CT-Wert) am 3. dpi in einigen Organen der Tiere der
geimpften Gruppen héher war als in denen der mit Placebo geimpften
Gruppen (Infektion mit A/Indonesia: Lunge: 18,4 vs. 15,2; Luftsack: 3,1
vs. 2,5; Infektion mit Al/turkey: Lunge 19,7 vs. 15,5), waren der
Prozentsatz der Vogel, bei denen ein Virus aus der Lunge isoliert
werden konnte, sowie die geometrischen mittleren Virustiter bei den
geimpften VAgeln viel geringer als bei den mit Placebo geimpften.

Der Schutz vor systemischen Infektionen hat sich im Bezug auf
den Virenstamm A/turkey als wesentlich wirksamer erwiesen als auf den
Virenstamm A/Indonesia. Obwohl durch RT-PCR Viren in den Organen
einiger mit A/Indonesia inokulierter und geimpfter Vogel gefunden
wurden, war die Korrelation mit der Virusisolierung aus diesen Organen
viel geringer als bei Vogeln, die mit A/turkey infiziert wurden (Abbildung
7). Zum Zeitpunkt der Inokulation hatten die geimpften Vogel im HI-Test
hohe GMTs und eine hochprozentige Serokonversion, vor allem im
Vergleich mit den Serum-HI-Antikérpertitern, die in den Columbiformes
nach der H5N2-Impfung induziert wurden 10 Die Impfung induzierte die
héchsten GMTs gegen den homologen Virenstamm des Impfstoffs
sowie hohe Titer gegen A/turkey (Abbildung 1). Bei den mit Placebo
geimpften Vogeln waren die durch Infektion induzierten GMTs viel
geringer als die durch Impfung induzierten, und am hdchsten gegen
Alturkey. Die geringe Korrelation zwischen der Virusisolierung und der
Viruslast im RT-PCR-Test kann dadurch erklart werden, dass die durch
die Impfung induzierten Antikdrper zwar den Virus wirksam neutralisiert
haben, aber der neutralisierte Virus durch RT-PCR immer noch
nachgewiesen werden konnte (Abbildung 7). Das Fehlen hoher Titer
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virusspezifischer Antikdrper bedeutet jedoch nicht, dass die Tauben
nicht vor klinischen Erkrankungen geschitzt sind. Zwei Wochen nach
einer Inokulation mit Afturkey wiesen nur 40% der mit Placebo
geimpften Tauben einen virusspezifischen Antikorpertiter auf. Trotzdem
war die Morbiditat gering, und alle Tauben bis auf eine Uberlebten die
Inokulation mit einer hohen Virendosis. Keiner der mit Placebo
geimpften und mit A/Indonesia inokulierten Vogel Dbildete
virusspezifische Antikdrper aus; dennoch Uberlebten alle diese Vogel,
und nur zwei von sieben zeigten klinische Zeichen. Experimentelle
Infektionen von Enten mit aktuellen H5N1-Stdmmen konnten in einigen
der infizierten Vogel keine im HI-Test nachweisbaren Antikorpertiter
induzieren *%.

Keine Tiere aller Gruppen bildeten wahrend des gesamten
Experiments A/Indonesia-spezifische Antikérper aus, mit Ausnahme
einer geimpften Taube am 14. dpi nach einer Inokulation mit A/turkey
(Antikorpertiter: 1620) sowie einer weiteren aus derselben Gruppe am
27. dpi (Antikorpertiter: 560 und 30). Am 14. und 27. dpi war der
Serumantikorpertiter dieser Vogel — im HI-Test mit dem Virenstamm des
Impfstoffs oder mit A/turkey — viel héher (jeweils 7680 oder 640 und
1280 oder 140). Frihere Studien haben bereits ergeben, dass die
Impfung bestimmter Ordnungen von Vdégeln mit inaktivierten
adjuvantierten H5N2-Impfstoffen niedrige HI-Antikorpertiter gegen den
Virenstamm A/Indonesia induzieren “°. AuRerdem wurde bei Mausen
nach MVA-HA-Impfung und bei Frettchen nach Infektion mit den
urspringlichen Influenzaviren eine Asymmetrie in den Antikorper-
Erkennungsmustern festgestellt: Im HI-Test waren gegen A/Indonesia
weit weniger spezifische Antikérper nachweisbar als gegen die anderen
verwendeten Virenstamme *™>*'.

Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass der H5SN6-Impfstoff
nach Malgabe der histopathologischen Daten nicht vor einer
(voribergehenden) Bronchopneumonie schitzt, die durch Infektionen
mit A/turkey und A/Indonesia induziert wird. Dennoch konnte am 3. dpi
ein gewisser Schutzeffekt in den Gehirnen geimpfter, mit A/turkey
inokulierter Tauben beobachtet werden. Erstaunlicherweise zeigten sich
am 3. dpi histopathologische Zeichen einer Meningoencephalitis in mit
Placebo geimpften, A/turkey-inokulierten Tauben, die keine
schwerwiegenden neurologischen Zeichen aufwiesen. Dagegen wurden
am 3. dpi in A/Indonesia-inokulierten Tauben keine histopathologischen
Zeichen einer Meningoencephalitis beobachtet, und zwar unabhéngig
vom Impfstatus. Die mit Placebo geimpften Tauben, die
schwerwiegende klinische neurologische Zeichen aufwiesen, hatten am
5. dpi (Infektion mit A/turkey) und am 27. dpi (Infektion mit A/Indonesia)
nachweislich Meningoencephalitis. Eine Infektion des Gehirns mit
Allndonesia kénnte spater auftreten als mit Alturkey (die ersten
schwerwiegenden neurologischen Zeichen nach einer Inokulation mit
Allndonesia zeigten sich am 7. dpi, nach Inokulation mit A/turkey
dagegen schon am 4. dpi). Dieser Umstand koénnte die beobachteten
histopathologischen und immunhistochemischen Unterschiede zwischen
beiden Virenstammen am 3. dpi erklaren.

Am 1. dpi wurde der Virus aus dem Oropharynx einiger
geimpfter Tauben isoliert (A/Indonesia: 10%; Alturkey: 36%) (Abbildung
3). Die oropharyngealen Abstriche blieben bei den geimpften Vogeln bis
zum 5. dpi RT-PCR-positiv (Infektion mit A/lIndonesia), bei den mit
Placebo geimpften Tauben dagegen bis zum 11. dpi. Der am 1. dpi
entdeckte und isolierte Virus (hochster isolierter Virustiter: 10°°
TCIDsg/ml) kann unter Umstdnden auf einen Restvirus von der
Inokulation zuriickzufiihren sein, die einen Tag vor der Entnahme der
Abstriche erfolgte (die Inokulationsdosis betrug 108 TCIDsg/ml) und
belegt daher keine Virenreplikation am ersten Tag. Die Kloakenabstriche
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waren in einer geringen Anzahl geimpfter Tauben am 2. dpi (A/turkey
und A/Indonesia) bzw. am 9. dpi (A/Indonesia) RT-PCR-positiv, wobei
die Viruslasten extrem gering waren. Von den Kloakenabstrichen konnte
kein infektiéser Virus isoliert werden, und zwar unabhangig vom
Impfstatus. Demnach verringert die Impfung signifikant die von H5N1-
infizierten Tauben ausgehende potentielle Bedrohung durch
Virenabsonderung in Exkrementen.

Dass sich die Konsolidierung am 3. dpi bei allen inokulierten
Végeln auf den ventrokaudalen linken Lungenfliigel beschrankte, kann
auf die Inokulationspraxis zurlckgefuhrt werden. Die Végel wurden im
Isolator zum Zeitpunkt der Inokulation in einer links-lateralen Position
gehalten, wodurch sich das Virusinokulum im linken Lungenfligel
einlagerte.

Obwohl vorangegangene Studien die geringe Anfalligkeit von
Tauben gegenuber einer HPAI-H5N1-Virusinfektion bereits belegt haben
— mit einer Mortalitétsrate von 21% nach Infektion mit einem Virenstamm
aus dem Jahr 2003 *” — waren sowohl die Morbiditit als auch die
Mortalitat in der vorliegenden Studie sogar noch geringer, obwohl fir die
Belastungsinfektion die gleichen Virendosen verwendet wurden. Eine
mogliche immunmodulierende Wirkung der Salmonellen- und
Trichomonasinfektionen, die im Rahmen der vorliegenden Studie vor der
HPAIV-Belastungsinfektion  diagnostiziert wurden, kann  nicht
ausgeschlossen werden. Verschiedene Bakterienarten und
Choleratoxine koénnen Makrophagen unspezifisch aktivieren und die
Zytokinproduktion erhohen, worauf sich bei Mausen die adaptive
Immunantwort auf Influenzaviren erhoht “?**. Die Auswirkungen von
Salmonellen- und Trichomonasinfektionen auf die nattrliche Immunitat
von Tauben gegen Influenzaviren wurden jedoch bislang noch nicht
dokumentiert.

Die vorliegende Studie kommt zu dem Schluss, dass der Virus
systematisch in verschiedene Organe vordringt — auch wenn die
Anfalligkeit von Tauben gegenuber einer Belastungsinfektion mit hohen
Dosen dieser beiden HPAI-H5N1-Virenstamme relativ niedrig ist und nur
eine geringe Morbiditat und Mortalitéat zur Folge hat. Schlief3lich konnte
der Virus bis zum 5. dpi aus Organen isoliert werden, und eine
begrenzte Virusfreisetzung Uber die Atemwege war bis zu 4 Tage lang
zu beobachten. Die Impfung ist sicher, beugt schweren klinischen
Zeichen und Mortalitdt vor, begrenzt die extra-respiratorische Infektion
durch beide Virenstamme, bietet einen partiellen Schutz gegen
Lungeninfektionen und Lungenkrankheiten (nach Infektion mit
Al/Indonesia) und beschrankt den Zeitraum der Virusfreisetzung auf den
1. dpi. Dennoch kdnnte das Vorkommen infektiéser Viren in Lunge und
Luftsédcken am 3. dpi ein gewisses Risiko fiir Raubtiere und Aasfresser
darstellen.
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